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PATENT APPLICATION 
Applicant: Czechoslovak Academy of Sciences, Prague 1 , Narodni Trida 3 
"Method for Preparing l-Glycosyl-5-Azacytosines" 

The invention relates to a method for preparing 1 -glycosyl-5-azacytosines according to 
General Formula I: 



N' (I) 



I 

w;„ R 1 is rivcosvl R 1 is a hydrogen atom or an alkyl having 1 to 4 carbon atoms and 
$S K 1 - whTch can be he sLteor different items - designate hydrogen atoms, 
SyU havingT to 4 earbon atoms or aralkyls having 7 to 10 carbon atoms. 
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i wSTTs tri^ine-2-on (5-azo-2'-desoxycitidine) display a significant biological 
be also displayed. 

The preparation of l-glycosy.-S-acacy.osines is %^^^^). 
114,716, No. 1 16,297 and of patent applications PV 3399-69, PV / /us os, r v 
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PATENT CLAIMS: 

1 . Method for preparing l-glycosyl-5-azcytosines according to General Formula I: 
V 

!> 

wherein R 1 is glycosyl, R 2 is a hydrogen atom or an alkyl having 1 to 4 carbon atoms and 
3R 3 and R 4 - which can be the same or different items - designate hydrogen atoms, 
alkyls having 1 to 4 carbon atoms, characterized by the fact that N (4 )-acyl-5-azacytosine 
according to General Formula II: 



<s/' 

N 



N N (II) 



2' 
R N 



H. 
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wherein R 2 and R 3 have the same meaning as in Formula I and R 5 represents an acyl 
having 1 to 4 carbon acid which is derived from an aliphatic acid, or an acyl having 7 to 



10 carbon atoms which is derived from an aromatic acid, are tnmethyl silylated and 
irouSt to reaction in an inert solvent with a peracyl halogenide, wherein 1 -peracy 
^ N^S^toB. is formed thereafter according to General Formula III. 



R 



(HI) 



V 

in which R 2 and R 5 have the same meaning as in Formula I, and R 5 has the same meaning 
:ilh i R« represents a peraeyl glyeosyl, subjected to a.coholysts or 
ammonolysis. 
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PATENTANMELDUNG 



Anmelder: Ceskoslovenska akademie ved., Praha 1, Narodni tr. 3 

" Verfahren zur Zubereitung von l-Glykosyl-5-azacytosinen M 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Zubereitung von 1-Glykosyl- 
5-azacytosinen der allgemeinen Formel I 




(I) 



in welcher R 1 ein Glykosyl, R 2 einen Was sers toff atom oder ein Alkyl 
mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen und 3R 3 und R 4 - gleich oder verschie- 
den - Wasserstoffatome, Alkyle mit 1 bis 4 Kohlenstof fatome oder 
Aralkyle mit 7 bis 10 Kohlenstoffatomen bedeuten. 
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Zwei der Substanzen des vorangefUhrten Typs, das I-fJ-D-Ribofurano- 
sy l-4-amino-l,2-dihydro-1,3,5-triazin-2-on (das 5-Azacytidin) und 
das 1-(2-Desoxy-B -D-ribofuranosyl)-4-ainino-l,2-dihydro-l f 3,5- 
triazin-2-an (das 5-Aza-2'-desaxycitidin) weisen sine betrachtliche 
biologische Aktivitat auf. Besonders bemerkenswert sind ihre anti- 
leukemischen ond radiapratektiven Einwirkungen. Es ist deshalb die 
Vermutung angebracht, daB auch einige weitere 1 -Glykosyl-5-azacy- 
tosine biologische Aktivitat aufweisen werden. 

Die Zubereitung van l-Glykosyl-5-azacytosinen bildet den Gegenstand 
der tschechaslowakischen Patentschrift Nr. 114.716, Nr. 116.297 und 
der Patentanmeldungen PV 3399-68, PV 7708-68, PV 7718-68). 

Diese Zubereitungsverfahren gehen van den gut zugHnglichen Peracyl- 
glykosylisozyanaten aus, die .durch Addition van O-Alkyl-isoharn- 
stoffen, S-Alkylisothioharnstof fen, Guanidinen oder Acylguanidinen 
in die entsprechenden Isothiobiurete, Guanylharnstof fe oder Acyl- 
guanylharnstoffe UberfUhrt werden. Diese Verbindungen liefern dann 
durch Cyklokondensation mit Orthoestem niedrigerer aliphatischer 
Sauren, gegebenenfalls durch Cyklisierung die entsprechenden Alkoxy-, 
Alkylthio- Oder Aminotriazinone. Aus diesen Zwischenprodukten konnen 
die l-Glykosyl-5-azacytosine durch Transesterifikation oder Amminierung 

zubereitet werden. Die tschechoslowakische Patentschrift Nr 

(Patentanmeldung PV 7718-68) befaBt sich sodann »it der direkteh 
Glykosylierung des 5-Azacytosins unter Ausnutzung der Silylierungs- 
■nethode. Einen Nachteil dieses Verfahren. stellt die Tatsache dar, 
daB neben den 1-Glykosyl-5-azacytosinen auch 3-61ykosyl-5-azacytasine 
entstehen, die mit den Glykosylhalogeniden im veiteren zu 1,3-Dx- 
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glykosyl-5-azacytosinen reagieren. Es wurde nunmehr festgestellt, 
daB die Bildung dieser unerwUnschten Nebenprodukte durch Acylierung 
des 5-Azacytosins auf der Aminogruppe in Stellung 4 verhindert 
werden kann. N^-Azacytosine werden hierbei dhnlich wie das 5-Azacy- 
tosin in ein Trimethylsilylderivat UberfUhrt, das sodann mit einem 
Peracylglykosylhalogenid - vorzugsweise in Anwesenheit von Quecksilber 
(II) - salzen in Acetonnitrilrailieo - zur Reaktion gebracht wird. 
Die derart zubereiteten N^-Acyl-l-per-acylglykosyl-5-azacytosine 
werden nachfolgend einer Alkoholyse oder einer Ammonolyse unterzogen. 

Die gegenstandliche Erfindung eines Verfahrens zur Zubereitung von 
l-Glykosyl-5-azacytosinen der allgemeinen Formel I besteht in der 
Trimethylsilylierung von N^-Acyl-5-azacytosinen der allgemeinen 
Formel II 



\/ 

N 



(ID 



H 



in welcher R Z und R das gleiche wie in Formel I bedeuten und R 
ein von aliphatischen SUuren abgeleitetes Acyl mit 1 bis 4 Kohleiw 
stoffatomen oder ein von aromatischen SUuren abgeleitetes Acyl mit 
7 bis 10 Kohlenstoffatomen darstellt, und einer nachfolgenden Reak- 
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tion des rohen Trimethylsilyl- bzw. des bis -Trimethylsilylderivats 
mit einem Peracylglykosylhalogenid, die zur der Bildung des 1-Peracyl 



fUhrt, in der R und R das gleiche wie in Formel I und R das gleiche 
wie in Formel II bedeutet und R 6 ein Peracylglykosyl darstellt r wonach 
diese Verbindungen einer Alkoholyse oder einer Ammonolyse unterwor- 
fen werden 0 

Die Reaktion der Verbindung der allgemeinen Formel II mit dem Peracyl- 
glykosylhalogenid wird in einem inerten Ldsungsmittel, z. B. in Ben- 
zol oder Toluol, mit Vorteil in Acetpnitril / durchgefUhrt und kann 
durch Zugabe von Quecksilber (Il)-saleen z.B« von Quecksilber(Il)- 
oxid oder Quecksilber(ll)-bromid/ beschleunigt werden. 

Die Alkoholyse der Verbindungen der allgemeinen Formel III wird in 
einem Aikanol mit 1 bis 6 Kohlenstof fatomen in Anwesenheit eines 
Alkoxids eines alkalischen Metalls, mit Vorteil mit Natriummethoxid 
in Methanol, verwirklicht. 



glykosyl-N-N/ .N-acyl-5-azacytosnis der allgemeinen Formel III 




cm) 



,5 
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Die Amnionolyse der Verbindungen der allgemeinen Formel III wird 
mit Ammoniak in einera Alkanol mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, mit 
Vorteil in Methanol, vollzogen. 

Im folgenden wird die Erfindung durch einige DurchfUhrungsbeispiele 
veranschaulicht, ohne sich hierbei oof diese zu beschranken. 

Beispiel I 

5- Azacvtidin 

Ein Gemisch aus 2,8 g 5-Azacytosin und 30 ml Acetanhydrid wird 30 
Minuten lang in einem Metallbad (150°C) unter RUckflufl erhitzt. Nach . 
AbkUhlung aof Zimmerteraperatur wird das kristallische Produkt abge- 
saugt, mit Xthylacetat durchwaschen und im Vakuum Uber Kaliumhydroxyd 
und Uber konzentrierter SchwefelsSure getrocknet. Man gewinnt 2,90 g, 
d.h. 75%, des N (4) -Acetyl-5-azacytosins, Smp. 237-238°C. Nach even- 
tueller Schmelzung erstarrt die Verbindung neuerlich und ist nach- 
folgend bis zu 350°C schmelzfest. 



Ein Gemisch aus 1,54 g N^-Acetyl-5-azacytosin, 6 ml Hexamethyl- 
disilazan und 2,0ml Trimethylchlorsilan wird 4 Stunden lang unter 
RUckfluB zum Siedepunkt in einem Metallbad (150°C) erhitzt. Nach 
AbkUhlung wird das Gemisch in einem Rotationsvakuumverdampfer (Bad- 
temperatur 40°C) abgedampft und der Rest grUndlich in 40 ml trockenen 
Toluols gemischt. Der unlOsliche RUckstand wird dann rasch abfiltriert 
und das klare Filtrat neuerlich im Vakuum abgedampft. Das entstandene 
rohe bis-Trimefchyl-silal-N, 4 x-5-azacytosin wird in 20 ml trockenen 
Acetonitrils gemischt und dem Gemisch 18 ml einer 0,5 M 2,3,5-Tri- 
O-benzoyl-D-ribofuranosyl-chloridlBsung in Acetonitril, 1,8 g Queck- 
silber(ll)-oxid und 1,8 g Quecksilber(Il)-bromid zugesetzt. Unter 
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AusschluB von Luftfeuchtigkeit wird dieses Gemisch 16 Stunden bei 
Zimmertemperatur mit einem MagnetrUhrwerk verrUhrt. Sodann erfolgt 
eine VerdUnnung mit 100 ml Chloroform, der nicht lttsliche Anteil 
wird abfiltriert, mit Chloroform durchwaschen und das Filtrat nach 
und nach mit 40 ml einer 30 £-igen KaliumjodidlBsung und 40 ml einer 
5 Jf-igen Kaliumhydrogenkarbonatltfsung ausgeschUttelt. Die Chloroform- 
schicht wird im weiteren mit Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum 
(Badtemperatur 40°C) abgedampft. Der anfallende Sirup wird in 30 ml 
absoluten Methanols gelBst, worauf 9 ml einer 1 N NaOCHg-LBsung in 
Methanol zugesetzt werden. Das Gemisch wird grUndlich bis zur vSlligen 
Aufltfsung verrUhrt und nachfolgend im verschlossenen Kolben vorerst 
1 Stunde bei Zimmertemperatur und schliefilich Uber Nacht bei 0°C 
stehen gelassen. Das abgeschiedene 5-Azacytidin wird abgesaugt, mit 
Methanol durchwaschen und in Vakuum einer Olluftpumpe bei 100°C 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Man gewinnt 0,95 g, d. h. 43 % M 
. des 5-Azacytidins mit einem Smp. von 234-236°C (unter Zerfall)* 

Beispiel 2 

Das rohe, aus 1,54 g N'^-Acetyl-5-azacytosin (s. Beispiel 1) zube- 
reitete bis-Trimethylsilyl-N-^-acetyl-5-azacytosin wird in 20 ml 
trockenen Acetonitrils eingemischt. Weiter wurden 18 ml einer 0,5 M 
2,3,5-Tri-0-benzoyl-D-ribofuranosylchloridl»sung in Acetonitril zuge- 
geben und das Gemisch unter LuftausschluO magnet isch 3 Tage lang bei 
Zimmertemperatur verrUhrt. Sodann wird das Gemisch mit 100 ml Chloro- 
form verdUnnt, abfiltriert, die Ldsung mit 50 ml einer 5 £-igen Kalium- 
hydrogenkarbonatlSsung ausgeschUttet und nach Trocknung mit Natrium- 
sulfat im Vakuum (Badtemperatur 40°C) getrocknet, Der anfallende Sirup 
wird in 30 ml einer 10 £-igen Lbsung wasserfreien Ammoniaks in abso- 
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. * i«.t und verbleibt unter haufigem UmschUtteln 
-HonoX ^ ^ 8senen Kolben . Nach , Stunde wird 

bei «--^^ M J^ stehen ge lassen. Dos abgescniedene 

die Usung Uber Nacht bex durchwaschen und i. Vakuu* einer 

Produkt. wird abgesaugt. Methanol B+rocknet Mon g- 

u • ioo° C bis zor Gewichtskonstanz getrocknet. nan g 
Olluftpompe bex 100 C bxs 232-235°C (unter 

« «*. A h 41 *. des 5-Azacytxdxns, Smp. 
winnt 0,90 g, d. h. *i 7>, « 

Zerfall). 
Beispiel 3 

1-U-D.«.xy- ^ ■ 0 -r lb,f U r.n.. y l)-5-»^..in 

. u y .Ac.tvl-5-czoc/tosin (..B.i.pi.1 1) zab.rait.ta 
Das rohe ou. 1,54 g "( 4 ) " ' i„ 10 ml trock.nen 

„„ Gemisch .cn.tr.cb 3 1* . lt «, .1 .i„.r 
,00 ml Chlorof— «.9.».trt, .bfxltrx ' Natria...!- 

5 ^^^^ — - 

fot TTx " ssr — - ' - l - 1 N 

in 30 ml absoloten Metnonoxs » haufige-, 
^chattln » — ^ rt „ bM Nacht ,t.b.„ S ~ 

.asanan and « V.kaa. .in jwuhw^)*-*- 

0.98 9, d- h- « d " '- (2 - D "7„7 
tasins, S.R. VL.m°C (antar Zarf.ll). 
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P A T E N T A N S P R 0 C H E : 



1« Verfahren zur Zubereitung von l-Glykosyl-5-azacytosinen der 
allgemeinen Formel I 



!■ 



1 2 
in welcher R ein Glykosyl, R einen Wassers toff atom oder ein 

3 4 

Alkyl mit 1 bis 4 Kohlenstof fatomen und R vnd R - gleich oder 
verschieden - Wasserstof fatome, Alkyle mit 1 bis 4 Kohlenstoff- 
atomen bedeuten, dadurch gekennzeichnet, dafl 
N^^-Acyl-5-azacytosine der allgemeinen Formel II 



R 3 R 

\/ 

N 

N N 



(ii) 



2^ 

r n 



H. 
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in welcher R 2 und R 3 das gleiche wie in Formel I bedeuten 
und R 5 ein vom aliphatischen Sauren obgeleitetes Acyl .xt 
V bis 4 Kohlenstof fatomen oder ein von aromatischen Sauren 
obgeleitetes Acyl .it 7 bis 10 Kohlenstoffatomen darstellt, 
trimethylsilyliert und in einem inerten Usungsmittel mit 
einem Peracylhalogenid zur Reaktion gebracht wird, wonach 
dos entstandene 1-Peracylglykosyl N^-acyl-5-azacytosxn 
der allgemeinen Formel III 



R 



V 



(III) 



R 2 




1 



R 8 



in velcher R 2 end R 3 dos gleich. wi. lr. For.el I und R dos 
gleiche vie in Formel II bedeuten end R ein Perocylglykosyl 
dorstellt, einer Alkoholyse oder einer A™,onolys. unt.rvorfen 
wird. 

2. Verfohren nooh Ansproch 1, dodoroh g e k e n n z e i o h n . t 
daB ole inert.* Ueongs-ittel Aoetonitril, Benzol oder Toluol 
verwendet wird. 
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3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 



meinen Formel III mit dem Peracylglykosylhalogenid in Anwesen- 
heit eines Quecksilber (Il)-salzes, wie des Quecksilber(Il)-oxids 
oder des Quecksilber(Il)-bromids, durchgefUhrt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Alkoholyse der Verbindungen der allgemeinen Formel III 
in einem Alkanol mit 1 bis 6 Kohlenstof fatomen in Anwesenheit 
eines Alkoxids eines alkalischen Metalls, mit Vorteil mit Natrium* 
methoxid in Methanol, durchgefUhrt wird. 

5, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Ammonolyse der Verbindungen der allgemeinen Formel III 
mit Ammoniak in einem Alkanol mit 1 bis 6 Kohlenstof fatomen, 
vorzugsweise in Methanol, durchgefUhrt wird. 



daB die Reaktion der trimethylsilylierten Verbindung der allge- 
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